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Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(g) Vorrichtung und Verfahren zur Isolierung von elektrisch geladenen Molekulen 

@ Vorliegende Anmeldung beschreibt eine nach oben of- 
fene Vorrichtung (Fig. la) zur Isolierung von geladenen 
Molekulen in einem Reaktionskanal mit Elektroden an den 
Enden und verschiedenen ^ischenelnbauten. Die Vor- 
richtung ist insbesondere fur die Automatisierung in ei- 
nem x,y,z-Roboterausgelegt. Darilber hinaus werden Ver- 
fahren beschrieben, die wahrend des elektrophoretischen 
Transfers weitere Prozessierung der Umgebung dor Pro- 
ben ermoglicht und z. B. filr die Gewinnung von RNAfrei- 
er DNA oder DNAfreier RIMA eingesetzt werden kann. 
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Beschreibung 



Gegenstand der vorliegenden Patentschrift sind Verfahren und Vonichtung zur Isolierung von geladenen Molekiilen 
mit einem breiten Anwendungsfeld zum Beispiel bei der Probenvorbereitung von Nukleinsauren. Hierfiir konnen spe- 
5 zielle elektrophoretische Prozesse wie zum Beispiel die Elektroelution zur Anwendung kommen wie sie beschrieben ist 
in WO 97/34908 und WO 98/58251. In diesem werden geladene Molskulen zunSchst an dnen Adsorber gebunden und 
dann in dnem Elektroelutionsvet£ahien wieder fteigesetzt, in ein Entnahmevolumen transfeiiert und dort auch konzen- 
triert werden. Weitere Voirichtungenzur Elektroelution sind beschrieben in US 5340449 sowie US 4608147. Beide Vor- 
richti;ngen sind jedoch nicht fiir Verfahren nach WO 97/34908 ausgelegt, sondem zeigen Vorrichtungen mit geschlosse- 

10 nen und verschraubten Kammersystemen. Diese werden dann in einem Elektrophoresepuflfertank entsprechend veran- 
kert, wobei das Kammersystem hermetisch gegen den Elektrophoresepuffertank abgeriegelt ist: Vor allem auch im Hin- 
blick auf eine Automatisierung in einem Kpettierroboter sind diese Vorrichtungen nicht geeignet. 

Werden dagegen wie hier beschrieben Vorrichtungen eingesetzt, die nach oben geofiFnet sind, konnen mit Hilfe einer 
Pipettiervorrichtung Nukleinsauren bzw. Adsorber (z. B. in Partikelform), an die Nukleinsauren gebunden sind, einge- 

15 bracht werden. Solche Vorrichtungen sind genarell fur die Automatisierung mit der Verwendung von Pipettienrobotem 
(z. B. von der Firma TECAN, Rosys, Canberra Packard und Beckman) geeignet. 

Bei dsx Entwicklung von solchen nach oben offenen Elektroelutionsdevices muB der Tatsache Rechnung getragen 
werden, daB, je nachdem wie die Gestaltung im Detail aussieht, mit einem elektioosmotischen HuB (EOF) gerechnet 
werden muB. Einzelheiten dazu sind beschrieben in "Capillary Electrochromatography - Tfechnology and Applications" 

20 (CEC-Guidebook Hewlett-Packard Publication Nr.: 5968-3231E) Kapitel 2 und "Analysis of Nucleic Acids by Capillary 
Electrophoresis" (Chr. HeUer (Ed.) ISBN 3-528-06871-X, 1997), Seite 24 ff. Dieser HuB, ausgelost z. B. durch KapiUar- 
ofihungen in dem Elektroelutionsbereich, kann das Elektroelutionsverfahren erheblich beeinflussen, ja sogar unmoglich 
machen. 

Die Vorrichtungen der vorliegenden Anmeldung beriicksichtigen einerseits die Anforderungen an eine Automatisie- 
25 rung mit nach oben offenen Vorrichtungen und tragen andererseits den Anforderungen des elektroosmotischen Husses 
Rechnung. Sie lassen sich iiberraschenderweise Sir Verfahren einsetzen, bd der Nukldnsauren an Adsorber gebunden 
werden, die dann in eine Probeneintragskammer dngebracht und anschlieBend dner entsprechenden Elektroelution mit 
Probenaufkonzentration unterworfen werden. 
Bei der Probenvorbereitung speziell von NukleinsSuren aber auch von anderen geladenen MolekOlen hat es sich ge- 
30 zeigt, dafi es fur eine mSglichst einfache Handhabung - auch im Hinblick fur eine Automatisierung - mit dem TYansfer 
also der rSumlichen Veranderung der geladenen Molekule noch ein weiterer ProzeBschritt verknUpft werden sollte. Die- 
ser ProzeBschritt kann eine Veranderung det geladenen MolekUle selbst oder aber die VerSnderung des Umfeides der ge- 
ladenen Molekule bewirken. 

Hn solcher ProzeBschritt verknupft mit dem TlransfiBr bei der Elektroehition ist bei dem gegebenen Stand der Tfechnik 
35 nicht vorgesehen. 

Eine der wichtigsten Anwendungen ist die Isolierung von Nukleinsauren aus biologischem ProbenmateriaL Dazu ist 
zunSchst eine Lyse des Probemnaterials notwendig um die Nukleinsauren aus den biologischen Kompartimenten wie 
ZeUkem, Mitochondrien, Virushullen etc. freizusetzen. Fiir diese Lyse wiederum erwies sich der Einsatz von hohen Kon- 
zentrationen an Detergentien jeglicher Art als hilfreich. Fiir die hier relevanten elektrophoretischen Prozesse eignen sich 

40 insbesondere ionisch aufgebaute Detergentien, insbesondere wiederum solche, mit negativ geladenen Detergensmoleku- 
len wie Natriumdodecylsulfat. Will man die freigesetzte Nukleinsaure der so lysierten Probe weiter Verarbeiten z. B. in 
einer PGR nach US 4683195 oder einem Verdau mit Restiiktionsenzyme, stOren die hohen Detergenskonzentrationen 
und mussen entfemt werdai. Diese Vwanderung der Umgebung der geladenen MolekOle als neuer ProzeBschritt laBt sich 
erfindungsgemaB zusammen mit dem Uransfaschritt in entsprechenden 'Nfeiiichtung und mit erfindungsgemSBen Verfah- 

45 ren durchfuhren. Eine weitere Anwendung ganzlich anderer Art Idtet sich der molekularen Onkologie ab. Hier ist die 
Analyse von mRNA dues Onkogens z. B. ein wichtiger diagnostischer Parameter. Dabei ist es entscheidend, daB die 
mRNA von der analogen genomischen DNA isoliert und getrennt wird, da Reste der genomischen DNA die anschlie- 
Bende RT-PCR stort und ihre Aussagekraft verfalscht. Fiir die Gewinnung der mRNA in einem Probenvorbereitungspro- 
zeB gibt es derzdt zwei Standardverfahren: a) die Hybiidisierung der mRNA mit einem festphasengebundenen oli- 

50 go(dT) , der an die von Natur aus vorhandenen oligo(A)-Sequenz der mRNA bindet und anschlieBende Freisetzung nach 
Waschen, sowie Verfahren, die durch selektive FaUung die mRNA isoliert. Beide Verfahren haben Nachteile, so laBt sich 
zu a) feststellen, daB die mRNA dazu ndgt zu zerbrechen und man mit diesem Verfahren nur Telle der mRNA erfaBt, was 
fur eine quantitative Analyse nicht geeignet ist. Die Verfahren nach b) sind von der Handhabung aufwendig und lassen 
sich schwer automatisieren, da Zentcifiigationsschritte notwendig sind, 

55 Uberraschenderweise wurde gefunden, daB durch Verimupfung von "IVansfer und einem wdteren ProzeBschritt, nSm- 
lich des enzymatischen DNA-Verdaus in diesem Falle, die Isolierung der mRNA ohne DNA- Verunreinigungen moglich 
ist. 

Gegenstand der vorliegenden Anmeldungen sind daher auch Verfahren und Vorrichtungen zum Zwecke der IsoUerung 
von geladenen Molekulen, die mit dem elektrophoretischen IVansfer eine weitere Prozessierung verknupfen, wobei sich 

60 diese Prozessierung auf die Umgebung der geladenen Molekule oder aber auf die Molekule selbst beziehen kann. 

^ Fig. 1 a zeigt schematisch die perspektivische Ansicht einer erfinderischen Vorrichtung. Es handelt sich dabei um einen 
Grundkorper (1), in den ein Reaktionskanal (2) eingearbeitet wurde. Der Reaktionskanal (2) zeichnet sich dadurch aus, 
daB er oben ofifen ist, einen entsprechenden Bodm sowie Seitenwandungen enthalt, so daB der Innenraum mit Elektro- 
lytlosung gefiiUt werden kann. Der Reaktionskanal ® ist in einer rechteckigen oder zylindrischen Form ausgefiihrt, bei 

65 der die kurzen Seiten jeweils mit Elektroden (3, 4) an den SuBeren Enden versehen werden. Zwischen diesen Elektroden 
(3, 4) erstreckt sich der Reaktionskanal (2), der erfindungsgemaB mit mindestens dnem Zwischeneinbau (28) versehen 
werden kann, so daB mindestens zwei Fliissigkeitskammem (z. B. 10, 7 in Fig. 2a) erzeugt werden kSnnen. Der Kanal (2) 
hat typischerweise ein Volumen von 0,01-5 ml. bevorzugt jedoch 0,2-2 ml. Der Grundkorper (1) besteht aus eldctrisch 



9 



nicht leitendem Material, in der Regel aus Kunststofifen wie Polyacetal, Polycarbonat, Polyamid, Polystyrol, Polyethy- 
len, Polypropylen, Polyacrylaten, Poly vinylchlorid oder ahnlichem und kann aus Halbzeug cxier im SpritzguB- oder Bla- 
senziehverfahren hergestellt werden. Im Einzelfall konnen auch glasfaserverstarkte Kunststoffe oder Kunststoffe mit an- 
deren Zuschlagstoffen Verwendung finden. 

Fig. lb zeigt eine erfinderische Variante der oben geschilderten Gnindform des Kanals (2). Hier ist er in der Mitte ein- 5 
geschniirt. Oberraschendenveise wurde gefiinden, daB mit dieser Fonngebung eine besonders effizieate Aufkonzentra- 
tion von geladaien Molekiilen erreicht werden kann. Diese Form tragt folgenden PhSnomenen Rechnung, die iibetra- 
schenderweise bei der Elektioelution auftreten: a) Durch die elektrolytische Zersetzung an den Elektroden verandert sich 
der pH-Wert. Die Kammem um die Elektroden miissen deshalb ein, ausreichendes Volumen aufweisen, urn ausreichend 
Pufferkapazitat zur Verf ugung zu steUen. b) Um eine ausreichende Aufkonzentration zu erreichen ist es jedoch erforder- lo 
lich, ein moglichst kleines Probenentaahmevolumen zu arhalten. Beides kann durch die Einschniirung (32) entsprechend 
erreicht werden, wenn sich der Probenentnahmeraum (7) an der Einschniirung (32) befindet. Die in Fig. lb gezeigte Aus- 
fiihrung ist bevorzugt als SpritzguBteil zum einmaligen Gebrauch bestimmt, und weist Schlitze (12) im Grundkorper (1) 
fiir die Zwischeneinbauten, wie zum Beispiel die semipermeable Membran (14), auf , die im folgenden naher beschrieben 
sind: ErfindungsgemaB konnen auch mehrere Vorrichtungen in einem Verbund vorliegen, so zum Beispiel in Streifen- 15 
form Oder als Platten, wobei das 96-Mikrolitrationsplattenformat, wie beschrieben in US 4 154 795 eine bevorzugte LS- 
sung ist. 

Fig. Ih zeigt eine solche AusPQhrung mit Mkrotitrationsplattenstreifen (19) i 8 KanSle (2) und einem passenden Mi- 
krotitrationsplattenrahmen (18), In einer miniaturisierten Version konnen auch Formate mit 384 und 1536 Kanalen zum 
Einsatz kommen. 20 

Der Kaoal (2) kann auch aus verschiedenen Einzelelementen Fig. Ic-g zusammengesetzt und z. B. mit einer Spann- 
vorrichtung (23) in Fig. Ig zusanunengehalten werden. Diese erfinderische AusfUhrung besteht aus einzelnen Grundele- 
menten (Kg. Ic-lf), die mittels Dichtelemente (25) an PaBflachen (20) ananandeigerdht und dann mit einer oder meh- 
rerer Spannvoirichtungen (23) zusammen gepreBt werden: Die Grundelemente sind in der Regel nacb oben oflfen und U- 
fbrmig, konnen im Einzelfall jedoch auch nach oben geschlossen sein. 25 

Fig. Ic zeigt den nach unten geschlossenen Grundkorper (1) mit einer entsprechenden Aussparung (2), die darin den 
Reaktionskanal (2) bilden, wenn mehrere Grundelemente verbunden mit Dichtelementen (25) an der entsprechende PaB- 
flache (20) mittels Spannvorrichtung (23) zusammengepreBt werden. 

Fig. Id zeigt eine Ausfiihrung eines Zwischeneinbaus (28) fur den Reaktionskanal (2). Sie besteht aus einem Rahmen 
(29) mit einem rechteckigen oder runden Fenster, in das Materialien fiir die Zwischeneinbauten (28) eingebracht werden 30 
konnen. In einer bevorzugten Ausfiihrung ist dieses Element in einem schichtweisen Aufbau gefertigt, mit Lamininier- 
folien (29) auBen und den entsprechenden Zwischeneinbaumaterialien (28) in der Mitte. Das Element wird dann mit 
Hilfe eines Laminiergerates verschweiBt und weist dadurch eine glatte PaBflache (20) und somit auch eine gute Dichtig- 
kdt auf. 

Fig. le stellt eine entsprechendes Dichtelement (?S) dar mit den beidseitigen PaBMchen (20). Dieses Dichtungsele- 35 
ment ist erfindungsgemSB aus Silikon oder aus Teflon, je nach Einsatz der Reaktanten. 

Fig. If stellt eine Ausfiihrung fUr Elektroden dar, die als Hattenelektrode oder aber in schichtweisem Aufbau wie Fig. 
Id aufgebaut ist. Dabei ist eine elektrische Zuleitung (30) fiir die im Fenster befindlichen Elektroden (3, 4) vorgesehen. 

Fig. Ig zeigt in der Aufsicht ein aus Grundelementen zusammengesetzten Reaktionskanal mit verschiedenen Zwi- 
scheneinbauten. Es envies sich als vorteilhaft die Grundelemente in einer Aufhahme (26) einzubringen, an der eine ent- 40 
sprechende Spannvorrichtung (23) angebracht ist. 

Anstelle der Aufhahme (26) mit Spannvorrichtung (23) kSnnen auch erfinderische Elemente wie Fig, li und Ij zum 
Einsatz gelangen, die fiber dnen entsprechenden Klemmkonus (9) mit oder ohne Rastnasen (16) zusammraigesteckt wer- 
den konnen und auch ohne Spannvorrichtung (23) fltissigkdtsdicht zusammenhalten. In Vig. li ist das Grundelemmt zur 
Begrenzung des Kanals daigestellt, der in diesem Falle durch Zusammenstecken mit dem Grundelement zur VerlSnge- 45 
rung aus Fig. Ij in beliebiger LSnge erzeugt werden kann. Auf der entgegengesetzten Seite erfolgt dann eine Begrenzung 
mit einem identischen Grundelement wie Fig. li. Dieses hat ratweder wie in Fig. li dargestellt entsprechende Schlitze 
zur Aufhahme von Elektroden (3). ErfindungsgemaB haben sich jedoch zwei davon abweichende Varianten als vorteil- 
haft erwiesen: Bei Variante A wird dabei in einem ZweikomporientenspritzguBprozeB eine Elektrode aus leitfahigem 
Kunststoff beim ProduktionsprozeB direkteingespritzt. tJberraschenderweise laBt sich in Variante B auch das gesamte 50 
Grundelement aus leitfahigem Kunststoff herstellen. Dies stellt eine besonders kostengiinstige Variante dar. Als Blend- 
zuschlagsstoffe fiir Polypropylen haben sich als besonders vorteilhaft daflir Materialien mit Widerstanden kleiner 
1000 Ohm wie zum Beispiel Cabelec 3827 und Pie-Elec 1362 erwiesen. Das Veriangerungselement nach Fig. Ij muB 
entsprechend aus nichtleitendem KunststoflPen, bevorzugt Polypropylra beigestellt werden. 

In Fig. Ij ist eine weitere erfinderische Variante dargestellt, da hier eine Offhung (31) einen Zugang zum Reaktions- 55 
kanal (2) ermoglicht. Diese Offnung (31) kann auch zum Absaugen von LSsungen, z. B. bei Waschvorgangen, benutzt 
werden. 

Mehrere solcher Reaktionskanale konnen iiber integrierte Verbindungselemente (21) wie zuvor geschildert zu einem 
Verbund, bevorzugt im das 96-Mikrotitrationsplattenformat zusammengesteckt werden. Eine Integration in einen ent- 
sprechenden Rahmen ist eben&ils einfach zu eireichen. 60 

Der Reaktionskanal kann auch eine Verzweigung beiohalten. 

Im Folgenden werden die verschiedensten Zwischeneinbauten (28) im Kanal (2) naher beschrieben werden, die ver- 
schiedenste Funktionen erfullen, wobei ein Zwischaneinbau (28), den Reaktionskanal (2) in einen Probeneintragsraum 
(10) und in einen Probenentnahmeraum (7) teilt, wie in Fig. 2 dargestellt (Fig. 2a: Aufsicht, Fig. 2b: Schnittdarstellung). 

In einer erfindungsgemaBen Vorrichtung muB ein Zwischeneinbau (28) folgende Kriterien erfiillen, um, z. B. fiir eine 65 
Elektroelution, geeignet zu sein. Da: Zwischeneinbau muB 

a) eine elektrische Leitfdhigkdtvermittehi, 



b) eine Durchlassigkeit fiir geladenen Molekiile ermoglichen, 

c) eine Russigkeitssperre darstellen; sodaB die beiden Raume (10, 7) keinerlei Hussigkeitsaustausch besitzen, 
wenn keine Spannung an den Elektroden anliegt, 

d) gegebenenfalls Partikel zuriickzuhalten und 

5 e) ggf. einen elektroosmotischen Hu8 zur Aufkonzentrierung erzeugen. 

■Obenaschenderweise wurde gefunden, daB eine erfinderische Vorrichtung wie Fig. 3 z. B, diese Kriterien erfullt. Da- 
bei ist eine semipenneable Membran (14) in derNiihe der Ancxie (4) angebracht, so daB ein Anodenraum (8) zwischen 
der Membran (14) und der Anode (4) entsteht. Dariiberhinaus ist ein weiteres Element, namlich ein Gewebe (5) zwischen 
10 der semipermeablen Membran (14) und der Kathode (3) eingebracht. Hierbei handelt es sich bevorzugt um ein Prazisi- 
ons-Siebgewebe mit einer definierten Maschen weite und mit einer definierten ofiFenen Siebflache, wie beschrieben in 
"Synthetische Monofilament Prazisions-Siebgewebe" (Firmenbroschiire Fa. Sefai; Riischlikon, Schweiz). Bei diesem 
Gewebe (5) kann es sich um Nylon- und/oder Polyestergewebe handeln. Diese Gewebe (5) konnen auch entsprechend 
kalandriert oder ahnlich behandelt sein. Die Erfullung der zuvor geschilderten Anforderungen wurde bei solchen Gewe- 
15 ben nur in einem bestimmten Bereich fiir die Maschenwdte und fur die oflfene Siebflache feslgestellt. Die Maschenweite 
betragt dabei 0,1-500 pm, bevorzugt jedoch 0^-10 pm. die offene Siebflache 0,2%-40%, bevor2Mgt jedoch 0,5-2%. Die 
Art des Materials spielt daba ebenfalls ein groBe Rolle. Wie Beispiel 1 (S. 10) zeigt wird an dem Gewebe (5) dn elek- 
troosmotischer HuB erzeugt, dea- das \felumen des Probenentnahmeraums (7) veiringert. Es konnen bei diesem Gewebe 
(5) auch andere Arten von Geweben, wie z. B. WoUe, BaumwoUe zum Einsatz gelangen. Ein solches Gewebe (5) laBt 
20 sich in einem Zwischeneinbau (28) in einer Vorrichtung nach Fig. 3 zur Durchfiihrung einer Elektroelution dahingehend 
verwenden, daB in den Probeneintragsraum, der dem Kathodenraum (6) entspricht, z. B. Partikel eingebracht werden, die 
als Adsorber mit elektrisch geladenen Molekulen, insbesondere Nukleinsauren, beladen sind (Fig. 9c und Beispiel 4, 
S. 11 fS). Nach Befullung des Ptobenentnahmeraums (7) sowie des Anodenraums (8) mit einer entsprechenden Elektro- 
lytflfissigkeit ISBt sich daxin durch Anlegen einer Spannung zwischen den Elektroden (3, 4) eine Trennung der geladenen 
25 Molekiile von dem Adsorber rareichen. Das Gewebe (5) behindert dabei die elektrische Leitfdhigkeit nicht und laBt ge- 
ladene Molekiile, insbesondere Nukleinsauren, passieren. AuBerdem erfiiUt es die Aufgabe, die Partikel im Probenein- 
tragsraum (10) zuriickzuhalten, so dafi aus dem Probenentnahmeraum C7) eine entsprechend klaie NukldnsaurelBsung 
entnommen werden kann. Dariiber hinaus wird durch das Gewebe gewahrleistet, daB bei der Entnahme der Nukleinsaure 
mit einer Pipette nur im begrenzten Umfange ElektrolytlSsung aus der Probeneintragskammer (10 bier identisch 6) nach- 
30 fliefit und die isolierte Nukleinsaure verunreinigt. Weiterhin hat die Ausfiihrung nach Fig. 3 eine semipermeable Mem- 
bran (14), die geladenen Molekiile ab einem gewissen Molekulaigewicht daran hindert in den Anodenraum (8) zu wan- 
dem. Dieser Zwischeneinbau hat also eine Schutzfimktion und verhindert das Vordringen der geladenen Molekiile in den 
Anodenraum und eine oxidative Zerstorung dieser an der ELektrodenoberflSche. 
Uberraschenderweise wurde festgestellt, daB in Folge des zuvor erwahnten elektroosmotischen Flusses das Puffervo- 
35 lumen in der Probenentnahmekammer (7) bei richtiger Auswahl der Gewebe (5) reduziert wird und auf diese Art und 
Weise eine Aufkonzentration der geladenen Molekiile stattfindet. Dies ist vor allem bei der NukleinsSureanalytik ein ent- 
scheidender Vorteil. Bei der Anwendung einer Vorrichtung nach Fig. 3 mit Partikeln, die in den Kathodenraum (€), der 
dem Probeneintragsraum (10) entspricht, eingebracht werden, ist ein weiterer erfinderischer \fortal, daB die Partikel bei 
geeignetem Gewebe im Probeneintragsraum (10 identisch 6) zuriickgehalten werden, so daB aus dem Probenentnahme- 
40 raum (7) eine entsprechend klare Nukleinsaurelosung entnommen werden kann. Es muB dabei Sorge getagen werden, 
daB die AusschluBgroBe der Gewebemaschenweite dem der verwendeten Partikel entsprechend angepaBt weiden mufi'. 

Es kann in einer weiteren Variante auch eine HUssigkeitssperre (13) eingesetzt werden, die durch entsprechende Fuh- 
rungen (12) in den Grundkotper (1) fliissigkeitsdicht und beweglich eingebracht werden kann, wie Fig. 4 bzw. 5a und 5b 
zeigen. Big. 5a zeigt die FWissigkeitsspene (13) in offenen Zustand, wahrend Fig. 5b den geschlossenen Zustand zeigt, 
45 bei dem durch Eindriicken der FlQssigkeitssperre (13) in den Grundkorper (1) der Reaktionskanal (2) geschlossen wird. 
Fig. 6 verdeutlicht nun den Anwendungsbereich einer solchen Hiissigkeitssperre (13). Die entsprechende Vorrichtung 
sieht neben den Elektroden (3, 4) und der semipermeablen Membran (14) ein entsprechendes Gewebe (5) und/oder eine 
Fritte (27) vor. Letztere bilden in Richtung der Kathode (3) einen Probraieintragsraum (10), in den Partikel nach Beispiel 
4 eingebracht werden konnen. Nach erfolgter Elektroelution sammeln sich die geladene Molekule im Probenentnahme- 
50 raum (7) an, da die HUssigkeitssperre (13) zunachst geOffnet ist. Durch Eindriicken der Fliissigkeitssperre (13) entsteht 
nun ein gegen den Raum (6) flussigkeitsdicht geschlossener Probenentnahmeraum (7), aus dem mit Hilfe von Pipetten 
z. B. die geladenen Molekule in der Regel NukleinsSure entnommen werden konnen. Scheiben oder Blocke aus her- 
kommUchen Agarose- oder Polyacrykmidgelen stellen besonders geeignete Zwischeneinbauten dai; wobei fiir Vorrich- 
tungen zur NukleinsaureisoUerung z. B. gefimden wurde, daB besonders Gele mit niedrigem Vbmetzungsgrad, also klei- 
55 nen Anteilen an Gelfullstoff von besonderem Vorteil sind. \Wederum zeigte sich, daB die Dicke der Zwischeneinbauten 
entsprechend dunn sein sollten. Sie betragen 0,1-20 mm, bevorzugt jedoch 0,5-5 mm. Die Anteile an Gelfullstoff in er- 
findungsgemaBen fonnstabilisierten Gelen wie z. B. Agarose betragt 0,1-10%, bevorzugt jedoch 0,12-4%. Versuche auf 
herkommliche Weise, solche diinnen Gelscheiben herzustellen scheitem wegen der mangelnden Formstabilitat. Uberra- 
schenderweise wurde festgestellt, daB diese Gele auf verschiedenste Arten formstabilisiert werden konnen, so daB sie da- 
60 tiach in eine erfinderische Vorrichtung eingebracht werden konnen. Die Formstabilisierung erfolgt durch Einbringen von 
StQtzelementen, wobei es zwei erfinderische Varianten gibt. Bei Variante A wird der Zwischenraum zwischen zwei Ge- 
weben (5) mit der warmen, flussigen Gehnasse ausgegossen. Nach Erkalten wird die Gelmasse fest und ist durch die Ge- 
webe entsprechend formstabilisiert, so, daB auch Gelschichten mit niedrigen Agarosekonzentrationen eingesetzt werden 
konnen. Beispiele 5 und 7 schildem die HersteUung im Knzelnen. Fig. 7b zeigt diesoi schichtartigen StabiUsierungsauf- 
65 bau mit den zwei Geweben (5) und der dazwischenUegenden Gelschicht (34). Dieser Gesamtaufbau wild im Folgenden 
als formstabilisertes Gel (33) bezeichneL Eine weitere erfinderische Variante B (Beispiel 7) ist der Einsatz eines gesin- 
terten Kunststoffs als Stutzelement, das mit zunSchst noch fliissigen Gel so getrankt ist, daB nach Festwerden des Gels 
seine Poren mit Gel, ausgefQllt sind. Solche gesinterten Kunststoflfe sind aus Polyethylen, Polypropylen oder ahnlichem 



Material und werden durch einen SinterprozeB aufgeschaumt, so daB verschiedenste Kapillarstruktuien entstehen. Die 
Kapillaren sind von ihren AbmaBen 1-200 fun, bevorzugt jedoch 20-120 nm. Solche fonnstabilisierten Gele erfiillen 
zum einen den Zweck, daB sie fiir geladene Biomolekiile in gewissen Molekulaigewichtsbereichen durchlassig sind, daB 
sie zum anderen Fliissigkeitssperren darstellen. Beispiel 7 schildert weitere Details der HersteUung dieser Variante B. 
Eine breite Anwendung solcher fonnstabilisierten Gelen ist bei verschiedensten Blotting-Techniken gegeben. Hier kann 5 
es bei Verwendung von Gelen nach dem Stand der Technik ohne Formstabilisierung zu einem ZerreiBen infolge unsach- 
gemSBer Handhabung kommen, da gerade fiir diese Tfechniken Gele manuell mehrmals transferiert werden mussen. 
Durch Anvi'endung der erfindungsgemaBe Formstabilisierung eigibt sich hier ein groBer Vorteil hinsichtlich einfacher 
und sicherer Handhabung beim Umbettender Gele, da ein Schutz hinsichtlich Zerstorung des Gelkorpeis gegeben ist. 

Bei der Verwendung von hier geschilderten nach oben oflenen \^nichtungen muB der Iktsache Rechnung getragen lO 
werden, daB je nach dem wie die Gestaltung im Detail aussieht, mit emem elektroosmotischen FluB (EOF) gerechnet 
werden muB, 

Dieser FIuB, ausgelost z. B. durch KapillarofEhungen in dem Elektroelutionsbereich, konnen das Elektroelutionsver- 
fahren erheblich beeinflussen, ja sogar unmoglich machen. Wnd der EOF so eingesetzt, daB er einerseits zu einer mode- 
raten Reduktlon des Volumens des Probeentnahmeraumes fuhrt, andererseits aber die Wanderung der geladenen Mole- 15 
kale nicht zu stark behindert, kann cine Aufkonzentration dieser erreicht werden, was fiir den gesamten ProzeB von ^fer- 
teil ist, tjberraschenderweise wurde gefiinden, daB dies mit formstabilisierten Gelen erreicht werden kann, wozu weitere 
Details in den Beispielen beschrieben sind. Bine weitere Problematik ist die Anwendung einer geeigneten Stromspan- 
nung fiir die erfinderischen Transferprozesse. Hier ist es aus sicherheitstechnischen Erwagungen sinnvoll, im sogenann- 
ten Niederspannungsbereich unter 42 V Gleichspannung zu bleiben, da dann keine Abdeckungen des stromfiihrenden 20 
Reagenzkanals notwendig ist. Die erleichtert vor allem eine Automatisierung. tjberraschenderweise wurde gefiinden, 
daB dies durch Einsatz eines Puffer mit hoherer lonenleitfahigkeit im Anoden- und Kathodenraum erzielt werden kann. 
Der Puffer kann dabei 2-30fach, bevorzugt jedoch 5-15fach konzentrierter sein als in den innenliegenden Kammem. Ein 
formstabilisiertes Gel zwischen Probenentnahmeraum (10) und einer benachbarten Anodenkammer (8), die mit einer wie 
zuvor geschildert hoheren Pufferkonzentration befiillt wird, wirkt erfindungsgemaB wie eine semipermeable Membran 25 
und schutzt die geladenen Molekiile davor, an die Anode (4) zu gelangen und ggf. zeisetzt zu warden. Als erfinderischer 
Vorteil ist das formstabilisierte Gel besser durchl&sig fiir Deteigentien. 

Zur Losung speaeUear Aufkonzentration- und Fokusierungsfrageslellungen konnen auch erfindungsgemaB Puffergra- 
dienten zwischen den Elektrodenkammem zu den Kammem im Innenraum zum Einsatz gelangen, wobei die starker kon- 
zentrierten Puffer jeweils an den Elektroden eingesetzt werden. Auch haben sich Mehrpuffersysteme, als erfinderisch er- 30 
wiesen, bei denen benachbarte Kammem mit unterschiedlichen Puffersubstanzen und unterschiedlichen pH-Werten zum 
Einsatz gelangen. Dieser Vorteil kann auch durch Mischung von unterschiedlichen Puffem beim Probeneintrag genutzt 
werden. 

Die Verwendung von formstabilisierten Gelschichten in einem erfindungsgemaBen Reaktionskanal unter Beriicksich- 
tigung der zuvor geschilderten Randbedingungen ermoglichen dne Vielfeit von Anwendungen, bei denen geladene Mo- 35 
lekQIe transferiert und gleichzeitig die Umgebung prozessiert werden kann, wie im Folgeaden nSher beschrieben wird. 

Eine Vorrichtung nach Fig. 7a mit einem Gewebe (5), einer formstabilisierten Gelschicht (33) und einer semiperme- 
ablen Membran (14) als Rtissigkeitssperren kann wie fblgt zurlsolierang von NukleinsSuten benutzt waden. In den Rro- 
beneintragsraum (10) wird Nukleinsaure eingebracht, die \forrichtung wird mit Elektrolyt oder Elektrophoresepufifer so- 
weit befullt, daB die Zwischeneinbauten noch herausragen und an die Elektroden wird eine Gleichspannung angelegt. 40 
Die Nukleinsaure wandert durch das formstabilisierte Gel (33) und reichert sich vor der semipeimeablen Membran (14) 
im Probenentnahmeraum (7) an. Durch dea elektroosmotischen HuB vermindert sich der Fliissigkeitspegel in Kammer 
(7) und die NukleinsMure wird in konzentrierter Form entnommen. Je nach Anteile an GelfullstofiF im formstabilisierten 
Gel kann auch eine Selddioniening der NuUdnsfiuren nach Molekulaigewicht vorgenommen werden. 

Zur Isolierung von Nukleinsauren aus biologischen Proben eignet sich u. a. Fig. 7f. Hier schlieBt eine semiperineable 45 
Membran (14) den Kathodenraum (6) ab und stellt die VCTbindung zum Probendntragsraum (10) dar. Zur Anode hin be- 
finden sich zwei formstabilisierte Gele (33) und (33a), die den Probenentnahmeraum (7) und den Anodenraum (8) be- 
grenzen. Eine aus einer biologischen Probe gewonnenen Lysemischung mit freigesetzten NukleinsSuren wird in die Pro- 
beneintragskammer (10) eingebracht. Die Lysemischung enthalt zur Freisetzung der Nukleinsauren und Zerstorung der 
biologischen Strukturen Detergentien vne Lithium-, Natriumdodecylsulfat, Cetylammoniumbromid, ionische Tbnside 50 
Oder ionische Glykoside o. a.. Diese werden in Konzentrationen von 0,1-10%, bevorzugt jedoch 0,1-2% eingesetzt. Es 
konnen aber auch chaotrope Salze wie Guanidiniumthiocynat, Guanidinuiumhydrochlorid, Jodsalze, Perchlorate o. a. 
zum Einsatz gelangen. Die \bnichtung witd mit ElekttolytlSsung befQllt und eine Spannung wird angelegt. Das form- 
stabilisierte Gel (33) hat einen geringen Antdl an GelfullstofiF, der 0,12%-0,2% betr^ und halt nicht nur grobere Zell- 
triimmer sondem auch groBere Proteinaggregate zuriick. Die freigesetzten NukleinsSuren und das Detergens, z. B. Na- 5S 
triumdodecylsulfat passiert diesen Zwischeneinbau; wobei das Detergens infolge seines kleineren Molekulaigewichtes 
uber die Kammer (7) schneller in die Anodenkammer (8) durchlauft, als die Nukleinsaure. Das formstabilisierte Gel 
(33a) trennt somit die Nukleinsauren vom Detergens. Die Nukleinsauren werden von diesem formstabilisierten Gel (33a) 
zuriickgehalten und aus der Kammer. (7) entaommen. Eine semipermeable Membran muB in diesem Falle entfallen: ei- 
nerseits reicht der Schutz durch das formstabilisierte Gel (33a) aus, andererseits wurde iiberraschenderweise wurde fest- 60 
gestellt, daB Detergentien wie SDS formstabilisierte Gele generell leicht passieren, wahrend in Folge von Mycellenbil- 
dung vermutlich semipermeable Membrane als Zwischeneinbauten das Deteigens zuriickhalten. Der elektrophoretische 
ProzeB dauert 1-30 min. bevorzugt jedoch 2-12 min. und ISBt sich dadurch sdir einfach automatisieren, daB die erfin- 
dungsgemaBe Vorrichtung zusammen mit einer geeigneten Stromversoigungseinheit auf einen Pipettienoboter gestellt 
wird. Die Hussigkeitrai kSnnen dann automatisch pipettiert w«den und fOr den Isolierungspiozefi ist ein elektrisches Si- 65 
gnal vom Rpettimjoboter notwendig, das die Stromversoigungseinheit ein- und ausschaltet AnschlieBend kann die iso- 
lierte Nukleinsaure mit dem Robotcar entnommen und fiir die weitere Verarbeitung verwendet werden. 

Reicht die direkte Abreicherung des Deteigens aus der Lysemischung nicht aus, so kann in einer Vorrichtung nach Fig. 



7d mit zwei fonnstabilisierten Gelschichten (33) und (33a) als Hussigkeitssperren ein abgewandelter ProzeB zur Isolie- 
rung von Nukleinsauren wie folgt benutzt werden. In diesem Falle werden in den Kathodenraum (6) Partikel, bevorzugt 
solche, die magnetische Eigenschaften besitzen, eingebracht, die mit Nukleinsaure zuvor beladen und ggf. auch mit 
Waschlosungen behandelt wurden. Das erste Gewebe (5) ist so ausgeiegt, daB es die Partikel zuriickhalt. Nach Befiillung 
mit Elektrolyt und Anlegen einer Spannung an die EleJdroden (3, 4) wandem geladene Biomolekiile durch das Gewebe 
in die Kammer (35) und dutch das fomstabilisi^ Gel (33) wie zuvor, werden dann abor durch das formstabilisierte Gel 
(33a) zuriickgehalten, wahrraid Deteigensreste die z. B. an den Partikel adsobiert sind diese passieren. Die deteigensfreie 
Nukleinsaure wild aus dem Probenentnahmeraum (7) entnonimen. Zur Entfemung groBerer Detergensmengen, bei Na- 
triumdodecylsulfat z. B. groBer als 2% konnen erfindiingsgemaB auch speaelle Kammern eingesetzt weiden, die deter- 
gensbindende Mittel beinhalten oder Mittel, die Detergens ausfallen. Auch ist es moglich detergensbindende Mittel nach 
der Lyse zuzugeben und durch die Elektroelution dann abzutrennen. Als detergensbindende Mittel konnen bevorzugt hy- 
drophobe makroporose Partikel mit groBer innerer Oberflache wie z B. Detergenz Adsorber-Gel [Fa. Roche Diagnostics, 
Mannheim Kat. Nr.: 1 500 678]. AuBerdem konnen zuvor genannte Materialien auch in gesinterter Form als Zwischen- 
einbau (28) zum Einsatz kommen, um Deteigentien zu binden. 

Je nach Konzentration der Agarose in Agarosegelen bzw. des Polyacrylamids in Polyacrylamidgelen konnen die Ka- 
pillarstrukturen der Gele verSndert werden und dies Materialien werden im ElektrophoreseprozeB als Molekularsiebe 
eingesetzt ("Electrophoresis Theorie, Technics and Biochemical and ChUnical Applications" A. T. Andrews (Ed:) ISBN 
0-19-854633-5, Qarendon Press; Oxford 1988). Dazu werden jedoch entsprechend groBe Wanderungsstrecken 
(2-80 cm) benStigt. tTbeiraschenderweise wurde jedoch gefunden, daB mit der \forrichtung gem^B Fig. 7 auch in dUnnen 
formstabilisierten Gelschichten von 0,1-20 mm, bevorzugt jedoch 0,5-5 mm Tcennung von geladenen Molekiilen statt- 
finden kann, so daB neben der oben geschilderten Riissigkdtssperre auch die Funktion als Moldcularsiebe fOr die Isolie- 
rung von geladenen Molekiilen eingesetzt werden kann. 

Darfiber hinaus kann die fotmstabilisiote Gelschicht auch als Schutz der Anode eingesetzt werden und die semiper- 
meable Membran (14) ersetzen. Im Falle des Einsatzes von Agarose muB die Agarose-Konzentration dafiir 2-5%, bevor- 
zugt 2,5-3,5% sein. 

Fine weitere Anwendung ist die Isolierung von Ribonukleinsaure (RNA), bevorzugt messMiger RNA (mRNA) aus 
biologischen Proben, also in Gegenwart genomischer homologer DNA. Die Prozessierung der lysemischung besteht in 
diesem Falle erfindungsgemaB in einem DNase-Verdau wShrend des Nukleinsauretransferschrittes. Da die Elektrolydo- 
sung im allgemeinen einen pH-Wert von 7,25 +/- 0,5 aufweist, kann bei Verwendung einer DNase mit einem pl > 7, be- 
vorzugt PI 8-9, dieser ProzeB in emer Vorrichtung nach Big. 7d durchgefuhrt werden. Die aus der biologischen Probe 
hervorgehende detergenshaltige Lysemischung wird in Kathodenkammer (6) eingefuUt, der Reaktionskanal mit Elektro- 
lyt befullt und der Transfer durch Anlegen einer Spannung an die Elekttoden gestartet. Zellreste und grobe Verunreini- 
gungen bleiben an dem Gewebe (5) hangen. Statt dem Gewebe kann auch ein drittes formstabilisiertes Agarosegel zum 
Einsatz gelSngen. NukleinsSuren, in diesem Falle DNA und RNA passieren diesen Zwischeneinbau zusammen mit dem 
Detergens, wenn es ebenfalls negativ geladenen ist. Das Deteigens wandert jedoch schneller und passiert teilweise auch 
das anschliefiende formstabilisierte Gel (33). Auf diese Weise wurd die Kammer (35) detergensfrei und eine DNA- Abbau 
kann mittels DNase, die durch Detergenden inhibiert witd, durchgefuhrt werden. Dazu wird die Spannung unterbrochen 
und eine DNase-LSsung wird in die Reakdonskammer (35) zugegeben ggf. kurz inkubiert und anschlieBende der TVans- 
fetprozeB fortgesetzt. Nach dem Abbau der DNA kann durch die geeignete erfinderische Wahl des pl-Wertes der DNase, 
erreicht werden, daB diese von der zuruckbleibende RNA separiert wird und eine RNA-Preparation DNase-frei aus der 
Kammer (7) entnommen werden kann. Das entsprechende Detergens ist derweil durch das formstabilisierte Gel (33a) bis 
in Anodenkammer (8) vorgedrungen: Die DNase ist auf Grund ihres pl-Wertes z. B, positiv geladen und wandert in ent- 
gegengesetzte Richtung zur RNA, Bei einer etwas abgewandelten Anwendung erfolgt der DNA->ferdau mittels festpha- 
sengebundener DNase, die in Kammer (35) zu pipettiert wird. Diese Variante hat den Vorteil, daB sie unabhSngig vom pl 
drar eingesetzten DNase ist. Dies gilt auch bei Vferwendung von thermolabilan DNasen, die bei der anschUeBenden RT- 
PCR z. B. in einem ersten Heizschritt zerstort werden kann. 

Eine weitere Anwendung, die die bisher notwendige Unterbrechung der Stromzufuhr fur einen Pipettierschritt um- 
geht, was wiederum fur eine schnelle automadsche Abarbeitung hinderlich ist, nutzt eine DNase mit einem pi kleiner als 
der pH-Wert des Elektrolyten. In diesem Falle wandert die Nuklease zusammen mit der Nukleinsaure. Durch Verwen- 
dung einer Vorrichtung nach Fig. 7e mit einem gegenUber Fig. 7d zusatzlichen formstabilisierten Gel (33b) bei der Ka- 
thode (3), bei der die Nuklease mit dem Elektrolyten in die Reakdonskammer C35b) eingefiillt und die lysierte Probe in 
Probeneintragskammer (10) wird, wandert die Nuklease langsamer als das Deteigens jedoch schneller als die DNA aus 
der Probe und zerstort diese. 

Neben den dbea erwahnten Moglichkeiten der Deaktivierung der Nuklease, best^t die ra£nderische Moglichkeit, so- 
lidphasegebundene Antikoiper gegen die Nuklease oder solidphasegebundene Proteinase K in das formstabilisierte Gel 
(33) einzubringen, die das Enzym binden bzw. abdauen und somit deaktivieren. Solche Prozesse wurden dann wie folgt 
in Vorrichtungen nach Fig. 7d ablaufen: Die Kammer (6) wird mit der lysierten Probe und die ubrigen Kammem mit 
Elektrolyt befullt. Die Elektroelution wird gestartet und nach 1-5 min, bevorzugt jedoch 1-2 min unterbrochen. An- 
schlieBend wird soUdphasegbundene DNase in die Reaktionskammer (35) eingefuUt und inkubiert. AnschlieBend wurd 
die Elektroehition fortgesetzt und die DNA-freie Probe aus der Probenentnahmekammer (7) entnommen. Es hat sich ge- 
zeigt, daB in der Praxis ein geringer Anteil an DNase sich bei diesem ProzeB ablosan kann und je nach pi- Wert mit der 
Probe in die Probenentnahmekammer (10) wandert, was fiir die weitere Verarbeitung ungiinsdg ist. In diesem Falle kann 
erfindungsgemaB solidphasegebundene Proteinase K oder aber Antikoiper gegen die DNase in loslicher oder soUdpha- 
segebundener Form in die Reaktionskammer (35) vor dem emeuten Start der Elektroelution gegeben werden; so daB die 
DNase deaktiviert wkd. Dabei muB Sorge getragrai werden, daB vor allem Proteinase K nicht in die Probenentnahme- 
kammer (10) gelangt, da diese z. B. die anschlieBraide PGR dahingehend sloren kann, dafi die dort verwendete Tkq-Po- 
lymerase deaktiviert wird. Der pl der vollstandigen Proteinase K liegt bei pH 6,60 wogegen der pl eines besonders akti- 
ven Tfeilfiragments (Aminosauren 106-384) bei 8,25. Besonders dieses Fragment eignet sich far die erfinderische Anwen- 



dung, da es bei neutralem pH positiv geladen ist und zur Kathode wandert und nicht in den Probenentnahmeraum wan- 
dert. 

Eine weitere Moglichkeit besteht auch, dafi solidphasegeburidene Proteinase K oder aber solidphasegebundene Anti- 
korper gegen die DNase in das noch flussige Gel gegeben und dadurch in einer fonnstabilisierten Gelschicht voigehalten 
wii^ was wiederum einen Pipettierscbritt einsparen wiiide. Eine veigleichbare Anwendung ist die Entfemung von RNA 
aus einem DNA/RNA-Gemisch durch Behandlung mit RNase oder die Isolierung von Proteingemischen mit analogen 
Methodiken. 

Eine weitere erfinderische Losung ist die Anwendung von PufFem mit unteischiedlichem pH-Werten in den verschie- 
denen Kammem der hier beschriebenen Vonichtungen. Je nach pl-Werten der zugesetzten Proteine oder Enzyme kann 
eine benachbarte Kammer mit einem pH-Wert dergestalt befiillt werden, daB die gewunschten geladenen Molekiile wie 
z. B. Nukleinsauren diese Kammer passieren, die Zuschlagstofife jedoch nicht. 

Eine denkbare Anwendung ist in Fig. 7g in der Perspektive und in Fig. 7h im Schnitt dargestellt. Es handelt sich um 
ein Agaroseflachbettgel (36) mit drei eingearbeiteten Aufhahmetaschen, die als Probeneintragskammer (10), Reaktions- 
kammer (35) und Probenentnahmekammer (7) genutzt werden. Es ist dabei Sorge zu tragen, daB der Elektroly t nicht iiber 
den oberen Rand des Flachbettgels steigt, um eine Vennischung der diversen Reaktanten vor allem in Kammer (35) zu 
vermeidrai. In solchen Vorrichtungen sind die hier beschriebenen Ptozesse nicht duichfLihrbar, da in Folge von EOF die 
Kammem (35) und (7) leer laufen und somit keine stabile Elektroelution mSglich ist. 

Fig. 8 zeigt eine spezidle erfinderische Vorrichtung fOr drai Einsatz von Adsorbwn mit magnetischen Eigenschaften. 
Solche konnen mittels Dauennagneten (17) an bestimmten Stellen des Reaktionskanals (2) zuriickgehalten werden. Dazu 
muB ein Dauermagnet (17) in die Nahe des Reaktionskanals gebracht werden. Fiir die Elektroelution bietet sich daher 
insbesondere an, einen geeigneten Dauermagneten in die Nahe des Probeneintragsraumes (10) zu bringen, so daB die 
Partikel nach Abgabe der geladenen Molekule z. B. auf den Boden oder an die Seitenwandung gezogen werden konnen. 
Durch diese MaBnahme kann die anscbilieBende Elektroelution nicht dadurch beeintrachtigt werden, daB sie Gewebe 
oder andere Einbauten im Reagenzkanal durch Partikel verstopft werden. 

Neben der Elektroelution, (Beispiel 4), kQnnen erfindungsgeimBe Vorrichtungen auch zur Riickgewinnung von Nu- 
kldnsSure aus Gelen (Agarose oder Pblyacrylamid) eingesetzt werden (Beispiel 2). 
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19 Mikrotitradonsplattenstreifen 
20Fal3fiache 

21 Integriertes Verbindungselement 
35 22 Festphase 

23 Spannvorrichtung 

24 Grundelement 

25 Dichtelement 

26 Aufiiahme 
40 27 Fritte 

28 Zwischeneinbauten 

29 Laminierfolie 

30 Elektrische Zuleitung 

31 Offhung zum Reaktionskanal 
45 32 Einschniirung 

33 Formstabilisiertes Gel 

34 Gelschicht 

35 Reaktionskammer 

36 Agaroseflachbettgel 



Beispiele 

1. Messung des elektroosmotischen Fhisses 

55 

Fiir diese Anwendung wurde cine Vorrichtung nach Abb. 9a mit zwei Geweben (5) [Nr. 07/5/1 Fa. SEFAR, Riischli- 
kon, Schweiz] und einer semipermeablen Membran (14) [Size 3; Fa. Medicell Int. Ltd., London, UK] eingesetzt, die 
dann einen Kathodenraum (6), einen Probeneintragsraum (10) und einen Anodenraum (8) abgrenzen. Dabei wurde die 
Vorrichtung aus einzelnen Grundelementen nach Fig. Ic [Nr.: Oil 11120 005 05; J. Putzfeld B. V., Amsterdam, Nieder- 

60 lande] zusammengesetzt. Fiir Anoden- und Kathodenraum wurden jeweils 3 Elemente verklebt, das Gewebe (5) und die 
semipermeable Membran (14) wurden jewdls in eine gelochte Laminierfolie [250 pm Dicke, Nr. 54 x 86; Fa. Bottcher 
Jena] mit einem Laminiergerat [Fa. Lamirel MAXIPLAST 335 E] eingeschweiBt und mit Silikondichtungen [1 mnl 
Dicke Nr. 6084.08 10, Fa. H. Wegener, Hamburg] zwischen die o. g. Grundelemente flussigkeitsdicht mit einer Schraub- 
klemmvorrichtung eingeklemmt. Als Elektroden (3, 4) dienten Aluminiumplattchen und als Stromquelle wurde ein Elek- 

65 trophoresetransformator [Fa. Holzel] eingesetzt. 

^ Die Vorrichtung wurde mit Elektrophoresepuflfer (10 mM His/Acetat [Fa. Roth, Karlsruhe], 1 mM EDTA [Fa. 
Sigma], ph 8,0) befuUt und an die Elektroden (3, 4) eine Spannung von 40-80 V bei konstant 10 mA fiir 10 min angelegL 
Nachfolgende Tbbelle zeigt die \folumina in den einzelnen Kammem vor und nach Elektroelution. 
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Dieses Experiment zeigt die Verringerung des Puffervolumens im Ptobenentnahmeraum (7), Filr alle nachfolgenden 
Beispiele wurden Materialien wie Beispiel 1. verwendet, falls nicht anders ang^ben. 

2. Elektroelution von DNA aus Agarosegelen 

2,5 Jig DNA iX Hind HI) [Nr. #SM0101; MBI Femientas, St. Leon-Roth] wurde in ein Standard-Flachbettagarosegel 
(0,8% Agarose [Fa. Sigma, Miinchen]) in einem Elektrophoresepuflfer (s. o.) mit Laufeeit von lOmin. (ca. 3 V/cm) in 
das Gel uberfBhrt, und die Bande nach Standardvorschrift mit SYBR®-Gold [S-11494; Fa. Mo Bi Tec, GSttingen] ange- 
farbL Das korrespondierende, die DNA enthaltende Gelstiickchen wuide mit einem Skalpell ausgeschnitten und ist in 
Abb. 10a vor und nach Elektroelution daigestellt. 

Das ausgeschnittene Agarosegel wurde in den Probeneintragsraum gebracht und die gesamte Vxrichtung nach Abb. 
9a wurde mit 1 ,9 ml Elektrophoresepuffer (s. o.) gefullt. An die Elektroden wurde mit einem Etektrophoresetransforma- 
tor eine Spannung zwischen 40-60 V bei konstant 10 mA fiir 7 bzw. 10 min. angelegt. 

Fig. 10b zeigt das Ergebnis der Elektroelution in einem Standardagarosegel (s. o,): 
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Inhalt .. ; .^ 
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Inhalt Probeneintragsraum nach 7 min Elution . 


2 . 


Malt ftobenetithahnieiauni nach 7 mi^ 


3 ■ ■ •• ■ 


Inhalt Probeneintragsraum nach 10 min Elution 


4 . ■ 


InhaltProbeiiMitnahmeraum nach lO.min Elutiori 


5 .• . 


Marker : % Hind HI: 23,1 1 9,4 1 6,6 1 4,4 |2y3 J2,0 10,56 1 KB 



3. Elektroelution mit einer Vorrichtung nach Abb. 9b 

Fiir diese Anwendung wurde eine Vorrichtung nach Abb. 9b mit einem Gewebe (5), einer Fritte aus gesintertem 
Kunststoff [Nr. XS-5616, Fa: Porex. Technologies GmbH; Singwitz] und einer semipermeablen Membran (14) einge- 
setzt, die dann einen Kathodenraum (6), einen Probeneintragsraum (10) und einen Anodenraum (8) abgrenzen. Dabei 
wurde die Vorrichtung zusammengesetzt wie in Beispiel 1 beschrieben. 

2,5 Mg DNA (X Hind IE) wurde direkt in den Probeneintragsraum gebracht und die gesamte Vorrichtung nach Abb. 9b 
wurde mit 1,75 ml Elektrophoresepuflfer (siehe Beispiel 1) gefiiUt. An die Elektroden wurde mit einem Elektrophorese- 
transformator eine Spannung von 70 V bei konstant 10 mA fur 10 min, angelegt. 

Fig. 1 1 zeigt das Ergebnis der Elektroelution in einem Standardagarosegel (s. o.) mit Entnahmen aus Ptobenantrags- 
raum und unmittelbar daneben Probenentnahmeraum in einer Kinetik von 0-10 min. M bezeichnet die Spur des Markers 
wie in Beispiel 1. 

4. Isolierung von Nukleinsaure aus Hefe mittels Magnetartikehi und Elektroelution 

Fiir diese Anwendung wurde eine Vorrichtung mit einem Gewebe (5) [Fa. SEFAR siehe Bdspiel 1] und einer Dialy- 
semembran [Fa. Medicell siehe Beispiel 1] wie in Fig. 9c verwendet. 

1 X 10^° HefezeUen pro ml (Saccharomyces cereviciae) wurden in Lyticasepuffer (IM Sorbit [Fa. AppliChem, Darm- 
stadt], 100 mM Natriumcitrat [Fa, ICN; Aurora,. USA], 60 mMEDTA [Fa. Sigma], 50 mMDithioerythrit [Fa. Roth] pH 
7,5) aufgenommen und 10 jil (10» Zellen) davon mit 1 pi Lyticase [Nr. 1372 467, Roche Diagnostics, Mannheim] ver- 
setzt und 15 min bei 37°C inkubierL 

Die Lyse sowie die Bindung und das Waschen der Magnetpartikel erfolgten nach US 5 7605 628. Nach dem letzten 
Waschschritt wurden die Magnetpartikel abgetrennt, die Waschlosung sorgMtig entfemt und die Partikel in 150 pi Elu- 



tionspuffer (Elektrophoresepuffer siehe Beispiel 1) aufgenommen. AnschlieBend wurde die Suspension in die Proben- 
eintragskammer (in diesem Falle identisch mit dem Kathodenraum (6)) einer berdts mit Elutionspufler befUllten Vor- 
richtung nach Fig. 9c geftillt. Die Elektroelution erfolgte durch Anlegen einer Spannung von 40-70 V bei 10 mA Strom- 
fluB fur 5 min. Die Nukleinsaure wurde aus der Entnahmekammer pipettiert und einer Agarosegelelektrophorese wie in 
Beispiel 1 unterworfen. Fig. 12 zeigt das dazugehorige Gelbild. 
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2 . . 


Probeneintragsraum (10) nach Elektroelution 


3 ■ • . ■ . 
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5. Elektroelution mit einer Vorrichtung nach Fig. 7a 

Fur diese Anwendung wiirde eine Vorrichtung nach Fig. 7a mit einem Gewebe (5) [Nr. 07/5/1 Fa. SEFAR, Riischlikon, 
Schweiz] und einer semipermeablen Membran (14) [Size 3; Fa. Medicell Int. Ltd., London, UK] eingesetzt, die, zunachst 
einen Kathodenraum (6) und einen Anodenraum (8) abgrenzen. Dariiber hinaus ist zwischen diesen beiden Einbauten ein 
formstabilisiertes Gel (33) eingebracht, das einen Probeneintragsraum (10) und einen Probenentnahmeraum (7) mit je- 
weils ca. 250 |il Volumen abgrenzt. Dabei wurde die Vorrichtung aus dnzehien Grundelemente [Nr.: Oil 1120 005 05 J. 
Putzfeld. B: V., Amsterdam, Niederlande] zusammengesetzt, Fiir Anoden- (8) und Kathodenraum (6) wurden jeweils 3 
Elemente mit einem Volumen von ca. 750 fil verklebt, das Gewebe (5) und die semipermeable Membran (14) wurden je- 
weils in eine gelochte Laminierfolie [250 pm Dicke, Nr. 54 x 86; Fa. BOttcher, Jena] eingeschwdBt mit einem Laminier- 
gerat [Fa. Lamirel MAXIPLAST 335 E] und mit Silikondichtungen [1 mm Dicke Nr. 6084.0810, Fa. H. Wegener, Ham- 
burg] zwischen die. o. g. Elemente fliissigkeitsdicht mit einer Schraubklemmvorrichttmg eingeklemmt. 

Nach Variante A wurde das Gel wie folgt formstabiUsiert: Ein gesinterter Kunststoff [Porenweite 45-90 pm. Nr. X- 
4899, Fa. Porex, Singwitz] wurde in einer erwarmten Mischung aus Agarose (0,4%-3%) [Fa. Sigma, Munchen] und 
Elektrophoresepuffer 10 mM "nis/Acetat [Fa. Roth, Karlsruhe] mit 1 mM EDTA (Fa. Sigma] pH 8; 0) gelegt; die Aga- 
rose wurde fest werden lassen und das so formstabilisierte Gel (33) wurde in die Voirichtung nach Fig. 7a eingebracht. 

2,5 pg DNA (X Hind EE) [Nr. #SM0101; MBI Fermentas, St. Leon-Rot] wurde direkt in den Probeneintragsraum ge- 
bracht und die gesamte Vorrichtung wurde mit 1,75 ml Elektrophoresepuffer (siehe zuvor) gefullt. An die Elektroden 
wurde mit einem Elektrophoresetransformator [Fa. Holzel, Dorfen] eine Spannung von 50-500 V bei konstant 10 mA 
flir 10 min. angelegt. 

Fig. 13 zeigt das Ergebnis der Elektroelution mit verschiedenen Agarosekonzeritrationen im formstabiUsierten Gel, 
wobei in »ner Kinetik von 0-10 min sowohl Entnahmen aus Probeneintragsraum (10) als auch aus dem Robenentnah- 
meraum (7) mittels einem 0,8% Standardagarosegel (s. o.) analysiert wurden: 
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Man erkennt die Abnahme der Menge an DNA (k Hind HI) im Probeneintragsraum (10) und die Zunahme im Probe- 
nentnahmeraum (7). Dariiber hinaus werden die Banden mit kleinerem Molekulargewicht bei hoheren Agarosekonzen- 
trationen zuriickgehalten, so daB auf diese Art und Weise mit einem fonnstabilisiertem Gel eine Selektionierung von be- is 
sdnunten NukldnsSuren ertdcht wetden kann. 

6. Messung des elektroosmotischen Husses mit einer 'Wjrrichtung nach Fig. 7a 

Fiir diese Anwendung wurde eine Vorrichtung nach Fig. 7a und mit einem formstabilisierten Gel der Variante A mit 20 
0,8% Agarose betrieben. Alle weiteren experimenteEen Bedingungen sind wie Beispiel 1. 

Die Endvoluraina des Probeneintragsraums (10) und des Rrobenentnahmeraums (7) sind in einer Kinetik von 
2-10 min. in der folgenden TabeUe zusammengesteUt: 



Zeit [min.] 


Volumeti in fil 
Probeneintragsraums (16) 


Vohimeninftl 
Probenentndhmeraums (7) 


... 2 . 


263- ■ . . . 


■ -237 . 


5 . : ■ • • 


244 ■ 




■. 7 , • • 


133 


■ 203 


.10, 


71 • 


• 150 



Dutch Einsatz eines formstabilisierten Gels veuingert sich das Vjlumrai in dem Ptobenentnahmeraums (7), so dafi die 
eluierte Nukleinsaure entsprechend aufkonzentriert wild. 

40 

7. Elektroelution mit einer >^rrichtung nach Fig. 7b 

FUr diese Anwendung wurde eine ^ftnrichtung nach Fig. 7b eingesetzt, die dn formstabilisiertes Gel nach Variante B 
enthSlt. Die Herstellung wurde wie folgt durchgefuhrt: 

Zwei Lagen Gewebe (5) in einem Abstand von ca. 2 mm in die Vorrichtung gebracht und der Zwischenraum wurde 45 
mit einer erwarmten Mischung aus Agarose (0,4%) und ElektrophoresepufFer befullt. Die Agarose wurde erkalten und 
somit fest werden lassen. 

2,5 iig DNA (X Hind JH) wurde direkt in den Probeneintragsraum (10) gebracht und die gesamte Vorrichtung wurde 
wie Beispiel 5 betrieben und das Resultat aus der Piobenentnahmekammer (7) enmommen und analysiert. Fig. 14 zeigt 
das Eigebnis der Elektroelution, wobd sowohl Entnahmen aus Probeneintragsraum (10) als auch aus dem Probenentnah- so 
mekammer (7) mittels einem 0,8% Standaidagarosegel (s. o.) in einer Elutions-Kinetik von 0-10 min analysiert wurden. 
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Das Ergebnis entspiicht den Daten in Bdspiel S. 



8. Messung des dektroosmotischen Husses mit einer Vorrichtung nach Fig. 7b 

Fiir diese Anwendung wurde eine Vorrichtung nach Fig^ 7b und Beispiel 7 mit einem formstabilisierten Gel der Va- 
riante B mit 0,4% Agarose eingesetzt. Die gesamte >ferrichtung nach Fig. 7b wurde wie Beispiel 1 betrieben. 

Die Endvolumina des Probeneintragsraums (10) und des Probenentnahmekammer (7) sind nach 10 min. m der folgen- 
den l^belle zusammengestellt: 



Zeit [min,] ' ': „ 


Volumen in fil 
Probeneinirajgsraums (10) 


Volumen infil 
Prpbettentnahmeraums (7) 




250 


250 ; . 


10 . 


= 320 . . 


- . >I0 



Durch Einsatz eines formstabilisierten Gels verringert sich das Volumen in dem Probenentnahmekammer (7), so daB 
die eluierte Nukleinsaure entsprechend aufkonzentriert wird. 

9. Elektroelution mit einer Vorrichtung nach Fig. 7c mit geringeren Stromspannungen 

Fiir diese Anwendung wurde eine Vorrichtung nach Fig. 7e und Beispiel 5 mit dnem formstabilisierten Gel (33) der 
Variante A mit 0,8% Agarose eingesetzt. Die gesamte Vorrichtung im Gegensatz zu Bdspiel 5 betrieben mit eine lOfach 
konzentrierten Elektrophoresepuffer im Anodenraum (6). 10 mA wurden bei dieser Anordnung mit einer Spannung von 
20-25 V erreicht. Die Volumina wurden vor uns nach Elektroelution wie folgt bestimmt: 



^A 



ZeU fmiiuj 


VobuKenin /il - . 
Kathodenraums (2) , 


Volumeh in/tl 
Probenentnahmeraums (8) 


.0 


750 - 


• : , 250 


10, , 
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Dieses Beispiel zeigt bei niedrigem Spannungsbereich fiir die Elektroelution ein Minimum an elektroosmotischen 
FluB, was fiir einige Anwendungen auch von Vorteil sein kann. 

Dieses Ergebnis zeigt, daB mit erheblich geringerer Stromspannung eine Elektroelution durchgeflihrt werden kann, 
was bei einer entsprechenden Automatisierung eine erhebliche Vereinfachung darstellt, da fiir diese Stromspannungen 
anderen Sicherheitsrichtlinien gelten. Werden Anodenraum und Kathodenraum wie in Beispiel 11 mit Puffer hoherer 
Konzentration beschickt, so Mniedrigt sich die Spannmig auf unter 10 V. 

10. Einsatz eines Agarosegels auf einem TiSger aus gesintertem KunststoEf 

Ein S tandardagarosegel (0,8%) wurde auf dnen gesinterten Kunststoff [X 4588, Fa. Porex, Singwitz] gegossen und er- 
kalten lassen. Mit diesem Gel wurde DNA (X Hind HI) aufgetragen, eine Eldttrophorese durchgefuhrt und angefdibt 
(s. o.). Fig. IS zeigt das Etgebnis. 

11. Elektroelution mit einer ^forrichtung nach Fig. 7f in Gegewvart von Natriumdodecylsulfat (SDS) 

Fiir diese Anwendung wurde eine \forrichtung nach Fig. 7f mit einer Dialysemembran (14) [Fa. Medicdl siehe Bei- 
spiel 1] und zwei formstabilisierten Gelen (33 und 33a) verwendet. Dabei war die Agarose-Konzentration in (33) 0,2% 
und in (33a) 2% mit Formstabilisierung nach VaaasXe A. 

30 |j1 (10* ZeEen) einer Hefezellsuspenion (Saccharomyces cereviciae) wuiden mit 115 ^1 BILATEST-Lysepuffer I 
bestehend aus 5% Natriumdodecylsulfat [14390 Fa. Sigma, Miinchen], 100 mM Tris/HCl [T2584 L4390 Fa. Sigma, 
Miinchen], 10 mM EDTA [E5134 Fa. Sigma, Munchen] und 5 jjI einer Proteinase K-Losung [1 373 196; Fa. Roche, 
Mannheim] 1 Stunde bei 55°C inkubiert und in die Probeneintragskammer (10) iiberfuhrt. 

AnodMi- (8) und Kathodenraum (6) wurden jeweils beide mit 600 pi eines lOfach konzentrierten Elektrophoresepuf- 
fers wie Beispiel 1 und die Qbrige Kammem (7) mit 150 jal eines Ifach Konzentrats befiillt. 

Die Elektroelution erfolgte durch Anlegen einer Spannung von 7,5 V bei 10 mA StromfluB fiir 5 min bzw. 10 min 
durchgefuhrt. Die Nukleinsaure wurde aus der Entnahmekammer (7) pipetdert und aner Agarosegelelektrophorese wie 
in Beispiel 1 unterworfen. Fig. 16 zeigt das dazugehorige Gelbild. 



Spur ' ■ 


Inhah 


M 


Marker(W/wdffl):23,l|9,4|6,6|4,4|i3|^ 


0- . 


Probendntragsraum (10) vor. Elektroelution : . 




5- 


Pr6beneintragsraum(10) nach Elefctrpeliition flir Smm. 


5+. 


Probenentnahmekainmer (7) nach Elektroelution . fiir 5,mm. 


10- .: . ■ 


Probeneintragsraum (10) nach Elektroelution ffir 10 min. . 


10+ > 


Prpbenentnahmek^mmer (7). nach Elekfroelution f& 


M 


Marker (^-/jfndllQ: 23,l|9,4|6,6j4,4|2,3|2,0| 0,56 KB 



Das Gelbild zeigt die genomische DNA sowie RNA. 



12. Abreicherung von Natriumdodecylsulfat mittels Elektroelution 

Bei diesem Experiment wurde eine Vorrichtung nach Fig. 7f mit einem analogen Aufbau wie Beispiel 11 eingesetzt. 
Formstabilisiertes Gel (33) wurde mit 0.4% Agarose und P3a) mit 4% Agarose hergesteUt. In die Probeneintragskam- 
mer (10) wurde eine Natriumdodecylsulfatlosung in Elektrophoresepuflfer (siehe zuvor) in einer Konzentration von 0, 1% 
bzw. 1% eingesetzt und einer Eldctroelution wie in Beispiel 11 unterworfen. Danach wurden 1 pi der LSsungen aus Pro- 
beneintragskammer (10), Probenentoahmekammer (7) und der Anodenkammer (8) zu einer Standaid-PCR des BCY- 
Gens der Hefe geben, wie in Beispiel 13 naher beschrieben. 

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarosegel analysiert und Fig. 17 zeigt das Ergebnis. 



Spur 


Inhalt 


V • 


ZugabQ von 1 id aus Probeneintragsraum (10) zur PGR bei 0,1 % SDS 
Ausgangskonzentration . " • . . . • ; 
Frei; / • ■ ■ . ' •• ■ 

Zugabe von 10 |il aus Probeneihtragsrauin (10) zur PGR bei 0,1 % SDS ■ 
Ausgangskonzentration- f- ' . ' ' 


N 


Zugabe von 1 ^l.aus Probenentnahmeraum (7) zur PGR bei 0,1 % SDS' 
Ausgangskonzentration 

Frei- "• . . - •• 
Zugabe vori 10 jil aus Probenentnahmeraiun (7) zur PGR bei>0,l % SDS 
Ausgangskonzentration . . • . . 


+ ■ 


Zugabe von 1 jil aus Anpdenraum (8) zur PGR bei 0,1 % SDS . . 
Ausgangskonzentration 





Zugabe von 10 ^1 aus Anodenrauin (8) zur PGR bd 0,1 % SDS ■ . 
Ausgaugskonzentration ; 




Zugabe von aus Probeneintragsrauift (10) zur PGR bei 1 % SDS 
Ausgangskohzentration . 

Zugabe yon 10 ^1 aus Probeneinkagsraum (10) zur.PCR.bei 1 % SDS , 

Ausgangskdnzentration 


N ■ 


Zugabe von. 1. pi aus Probenenfesihmeraum (7) zur PGR bei 1 % SDS 
Aiisgangskonzentratipn " . . - 

Zugabe von 10 ^1 aus Probenentiiaiimeraum (7) zur PGR bei 1 % SDS 
Ausgangiskonzentration ; 


+ . 


Zugabe von. l /iUus Anodenrauin (.8) zur PGR; bei 1 % SDS 
Ausgiangskonzentration • , 

Zugabe von 10 ^il auis Anodenraum (8) zur PGR bei 1 % SbS . 
Ausgangskonzentration 


KontroUe 


Zugabe von 1 ^il einer Ojl % SDS-L6sung zur PGR , 
Zugabe 10 eirier 0,1 %SDS-Ldsiuig zur PGR , 
Zugabe von 1 jil einer i % SDS-L6sung ziir PGR . \ . 
Zugabe von 10 fil eiiier 1 % SDS-L6sung zur PGR 



Das Ergebnis zdgt, daB 1 jjI einer 0,l%igen SDS-Losung die PCR nicht stQrt (Kontrolle), wahrend alle h5heren SDS- 
Mengen kein PCR-Produkt mehr zulassen. Dagegen konnen in diesem Beispiel nach Elektroehition aus dec Probenent- 
nahmekammer infolge der SDS-Abreicherang 1 jil einer 1% SDS-Losung ohne StSrung auf die PCR dngesetzt weiden. 



13. Einfache Isolierung von DNA aus Hefe mit anschlieBender Amplifikation 

Fiir diese Anwendung wurde eine Vorrichtung nach Fig. 7f mit einer Dialysemembran (14) Pa. Medicell siehe Bei- 
spiel 1] und zwei formstabilisierten Gelen (33 und33a) verwendet. Dabei war die Agarose-Konzentration jeweils 0,15% 
in (33) und in (33a) mit Formstabilisierung nacli Variante A. 

30 pi (10* Zellen) einer Hefezellsuspenion (Saccharomyces cereviciae) wurden mit 115 pi BILATEST-Lysepuffer I 
bestehend aus 2% Natriumdodecylsulfat IL4390 Fa. Sigma, Munchen], 100 mM TnafHO. |T2584 L4390 Fa. Sigma, 
Miinchen], 10 mM EDTA [Es 5134 Fa. Sigma; Miinchen] und 5 (il einer Proteinase K-L6sung [1 373 196, Fa. Roche, 
Mannheim] 1 Stunde bei 55°C inkubiert und in die Probeneintragskanuner (10) iiberfuhrt. 

Anoden- (8) und Kathodenraum (6) wurden jeweils beide mit 600 fil eines lOfach konzentrierten Elektrophoresepuf- 
fers wie Beispiel 1 und die Qbrige Kammem (7) mit 150 pi eines Ifach Konzentrats befiillt. 

Die Elektroelution erfolgte durch Anlegen einer Spannung von 7,5 V bei 10 mA StromfluB fiir 2 min durchgefuhrt. 
Die NukleinsSure wurde aus der Entnahmekammer (7) pipettiert und einer Agarosegelelektrophotese wie in Beispiel 1 
unterworfen. Rg. 18 zeigt das dazugehorige Gelbild. 
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Spur 


Inhalt 


M 


Marker {J^Hindm): 23il|?,4|6,6|4,4|2,3|2,pi.0,56 KB 


1 


Probeneintragsraum (10) yor Elektroelution .. - ' 


2- 


Probehentnahmekammer (7) n^h ElektrdelutionfurZinin. 


,3 


.Anodenraum (8) nach Elektroelution ffir 2 min. • . ' 


M • 


Marker (X-^/i«dni): 234 j9,4|6,6|4,4j2,3|2,0| 0,56 KB/, . 



IS Es sei bei diesem Ergebnis daraufhingewiesen, daB kdne DNA in der Anodenkatmner (8) zu beobachten ist. Oberra- 
schenderwdse stellt ein fonnstabilisiertes Gel (33a) zusaimnen mit einer Anodenkammer (8), befiillt mit einer lOfach 
heheren Pufferkonzentration wie in der Probenentnahmekammer (10), eine Barriere fUr die Nuklransaure dar, vergleich- 
bar zu einer semipeaneablen Membian, 
Mit dieser isolierten Hefe-DNA wird eine PGR (US 4 683 195) mit den ftimem KV 80: 

20 5'-GCG GAT CCT TAA GTG CAA TCG TCA AAA TT-S' 

KV102: 5'-GGG AAT TGG TAT GTT GTT TGG CCA AGG AA-3' 

[Fa. MWG Biotech AG, Ebersbeig bei Miinchen] durchgefubrt. Mt diesen Primern wird ein 496bp-Fragment aus dem 
BCYl-Gen der Hefe amplifiziert. 
Die PCR-Ansatze enthalten die folgenden Bestandteile: 
25 0,5 111 Primer-Losung 1 (50 pmol |jH in HjO bidest) 
0,5 Ml Primer-Losung 2 (50 pmol in H2O bidest) 

2 nl dNTP-Losung, Konzentration der Nukleotide je 5 mM (Eurogentec, Seraing, Belgien) 

4 yl MgCl2-Losung 25 mM (Eurogoitec) 

5 nl lOx PCR-Puffer (Eurogentec) 
30 0,5 u Taq-Polymerase (Eurogentec) 

bis zu 30 111 DNA- oder Probenlosung 

in dnem Gesamtvolumen von 50 pi. Wahrend des Ansatzes wird die PCR-Platte auf 4"'C gekflhlt. Nach Zugeben der 
letzten Losung werdra die Proben einmal mit einer Pipette gemischt. Die PGR wird in Thermosprint-Platten [Fa. Ihnova 
GmbH, Mainheim] im Primus 96 Rus [MWG Biotech AG, Miinchen] durchgefUhrt. Das Progiamm um&sst die folgen- 
35 den Schritte: 

Deckelheizung auf 110°C 

3min94°C 

27Zyklenmit 

40 - 30 s 94''C, 

- 30s50°C 

- 2min72'»C 

5 min 72°C 
45 KOhlung auf 4''C. 

Nach der PGR werden die Proben mit 15-20% Gel-Ladepuflfer mit EDTA [Sigma, Miinchen] versetzt. Die Amplifi- 
kate wurde auf einem Standardagarosegel (1,6%) analysiert. Kg. 19 zeigt das Ergebnis. 



Spur 


Inhalt 


M 


Marker (^/fihdm);-23a|9,4|6,6'K,4|2,3|2,0|0 i 


.1 


PGR rnit Probe aus Probeneintragsraum (10) vor Elektroeliition ■ 


2 


PGR mit Probe.aus Probenentnahmekammer (7) nach- Elektroelutiofi fur 2 min. 


3- 


PGR mit Probe aiis Anodenraum (8) nach ElektroelUtittri fur 2 min. 


M ■ 


Marker (X-/^mdIII):23,l|9,4|6,6|4,412,3|2,0| 0,56 KB ' - 



Es wurde in diesem Experiment ohne Waschschritt genomische Hefe-DNA aus einer SDS-haltigen Lysemischung mit 
Elektroelution gewonnen, die im AnschluB diiekt in eine PGR eingesetzt wurde. 

65 

14. Einfache Isolierung von DNA aus Hefe mit anschlieBender Amplilikation und Verwendung eines Detergensadsorbers 
Fiir diese Anwendung wurde eine Vonichtung nach Big. 7f nach Beispiel 13 durchgefiihrt. Im Gegensatz zu Beispiel 
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13 wurde nach Lyse 50 pi Detergens- Adsorber [Roche Diagnostics, Mannheim, Kat. Nr. 1500 678] zugegeben und die 
resultierende Mischung in die Probeneintragskammer gegeben. Die Elektroelution wurde bei einer Spannung von 10, 1 V 
und 10 mA Strom fiir 10 min durchgefuhrL 
Zur Analyse der Amplifikation wurde dne Standardagarosegel durchgeffihrt (Fig. 20): 



Spur 


Inhalt . , . ' 




Probenen(iiahmekaimuer(7) nach Elektroelutioh furlOmi^^ 


2 ■■• .. . 


Anodenramn (8) nach Elektroelution fur 10 min. ' ' 


M 


Marker (X-^*wdII0:234|9,4|6,6|4,4|23|2,^ - . . <■ • 



AnschlieBend wurde mit den Eluaten dne PGR nach Bdspiel 13 durchgefHhrt und wie oben analysiert (Fig. 21). 



Spur 


Inhalt . 


1 ■ ■ 


Probenentnahmekaminer (7) nach Elektroelution fiir 10 min. nach PGR 


2 .- , . 


Anodenraum (8) nach. Elektroelutiori f&r 1 0 inin. nach PGR 


M . . ■ 


Marker (^//wdlll): 2ilj9,4|6,6|4,4{23|2,0|^^ 



15. Einfache Isolierung von DNA aus Hefe mit anschlieBender Amplifikation und %rwendung dnes Zweikomponenten- 
puffersystems (THs/HCl- und Phosphatpufifer) 

Fiir diese Anwendung wurde eine Vorrichtung nach Fig. 7f nach Beispiel 13 durchgefllhrt. Im Gegensatz zu Bdspiel 
13 wurde nach Lyse 50jj1 eines Phospha^flFars (250 mM pH 7,0) bestehend aus Na2HP04 und NaH2P04 [Merck, 
Darmstadt, Kat. Nr. 1.06580.1000 b2w. 1.06346.1000] zugegeben und die resultierende Mischung in die Probeneintrags- 
kammer gegeben. Die Elektroelution wurde bd einer Spannung von 8,6 V und 10 mA Strom fUr 10 min durchgeftihrt. 

Zur Analyse vor Amplifikation wuide eine Standardagarosegel durchgefiihrt (Kg. 22): 



Spur 


Iiihalt . . , . 


1 . 


Probenenfnahmekammer (7) nach Elektroelution fiir 10 min. 


2 


Anodenraum (8) nach Elektroelutiori fiir 10 min. ' . 


M 


Marker (X-//mdIlI):23,l|9,4|6,:6|4,4|2,3|2,0|A56-KB '.. 



AnschlieBend wurde mit den Eluaten eine PGR nach Beispiel 13 durchgeffihrt und wie oben analysiert (Fig. 23). 



Spur . . 


Inhalt • . 


1 


Probenentnahmekammer.(7) nach Elektroelution fiir 10 min. nach PGR 


2„- . 


Anodenraum (8) nach Elektroelution fiir 10 min. nach PGR • 


M 


Marker (X-//incim):23,l|9,4|6,6|4,4|2,3li0| 0,56 ^' • 



16. Einfache Isolierung von DNA aus Hefe mit anschlieBender Amplifikation und Verwendung eines Zweikomponenten- 
puffersystems (THs/HCl- und Citratpuffer) 

Fiir diese Anwendung wurde eine Vorrichtung nach Fig. 7f nach Beispiel 13 durchgefuhrt. Im Gegensatz zu Bdspiel 
13 wurde nach Lyse 15 nl eines Citratpuffers (IM pH 4,5) Applichem, Darmstadt, Kat. Nr. A 2337] zugegdien und die 
resultierende Mischung in die Probendntragskammer gegeben. Die Elektroelution wurde bei einer Spannung von 8,5 V 
und 10 mA Strom mit Probenentaahmen von 0-6 min durchgeffihrt. 

AnschlieBend wurde mit den Entoahmen eine PGR nach Beispiel 13 durchgeffihrt und wie oben analysiert (Fig. 24). 



1Q 



Spur 


Inhalt 


M . • ■ • 


Marker 0^Hinmy.23,l\9,4\6,6\4A\2^^^^ . . ' 


1 . % . 


Probenentnahmekammer (7) riach Elektroelutibn fiir 0 min. nach PGR 


2 


Probenentnahmekammer (7) nach 'Elektroelution.fiir 0 min. riach PGR 


3 .. 


Anodenraum (8) nach Elektroelution fur 0 min. nach PGR . 


M , . 


Marker (X-/ffndni):23,l|9,4|6,614,4|23|2,01 0,56 KB ' 


1 


Probenentnahmekammer, (7) , nach Eldctroelution filr 2 niin. nach PGR 


2 


Probenentnahmekammer (7) nach Elektroelution fur 2 min.. nach PGR. . 


3 


Anodenraum (8) nach Elektroelution fur 2 miri. nach PCR . 




M 


Marker (>.-/fi«clIll):23,l|9,4|6,614,4|2,3|2,0l 0,56 KB " • '.' 


1 


Probenentaahmekammer (7) nach Elektroelution fur 4 min. nach PGR 


2 . 


Probenentnahmekammer (7) nach Elektroelution fiir 4 min. nach PGR 


3' 


Anodenraum (8) nach Elektroelution fiir 4 min. nach PGR 


M. 


Marker (^-flmdlll): 23,1|9,4|6,6|4,4|2,3|2,0| 0,56 KB 


1 


ProbenOTtriahmekammer (7) nach . Elektroelution fur 6 min: nach PGR 


2 . 


Probenentnahmekammer (7) nach Elektroelution fur 6 min. nach PGR 


3 


Anodenraum (8) nach Elekti'oelution ffir 6 min. nach PGR 


M . 


Marker (^-/fzndlll):23,l|9,4|6,6|4,4|2,3|2,0|.0,56 KB ..' • - . ^ 



Dieser Versuch zeigt, daB amplifiziertcs Material nur in der ProbenentDahtnBkammer (7) nachgewiesen wuide. 



Patentanspriiche 

1. >^mchtung zur Isoliening von elektrisch geladenen Molekiilen bestehend aus 

- dnem nach unten geschlossraien GnindkSiper (1) mit einem nach oben offenen Kanal (2) 

- zwei Elektroden (3, 4) als rechte und linke auBere Begrenzungen des Kanals (2) dadurch gekennzeichnet, 
daB zwischen den Elektroden (3, 4) im Kanal (2) ein oder mehrere Zwischeneinbau(ten) (28) angeordnet sind, 
die den Kanal in zwei oder mehr Kammern teilen. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB aUe Zwischeneinbauten (28) einerseits eine Flussig- 
kdtesperre darstellen, andererseits fur elektrisch geladene Molekule durchlassig sind. 

3. 'Sforrichtung nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB alle Zwischeneinbauten ^8) durch ihre Be- 
schaffenheit den elektroosmotischen FluB so begrenzen, daB eine Elektroelution von geladenen Molekiilen mSglich 
ist. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzdchnet, daB es sich ba dem Zwischeneinbau urn an Ge- 
webe handelt. 

5. Vorrichtung nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei dem Zwischeneinbau um eine Hus- 
sigkeitssperre (13) handelt, die sich Sffiien und schlieBen laBt. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei dem Zwischenranbau um ein form- 
stabilisiertes Gel (33) handelt. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Gewebe (5) eine Maschenweite von 0,1 bis 
50 um, bevorzugt jedoch 0,5 bis 5 pm besitzt. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet. daB das Gewebe (5) in seiner Maschenweite so abge- 
stimmt ist, daB biologisch aktive Partikel definierter GroBe nicht durch das Gewebe dringen konnen. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Absorption der elektrisch geladmen Molekflle 
an das Gewebe (S) kleiner 40%, bevorzugt jedoch kleiner 10% ist. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Gewebe (5) durch Kalandrieren behandelt 
wurde. 

11. Formstabilisiertes Gel fiir elektrophoretische Zwecke, dadurch gekennzdchnet, daB die Formstabilisierung 
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durch ein Stiitzelement erreicht wird. 

12. Formstabilisiertes Gel nach Anspnich 11, dadurch gekennzdchnet, daB das Stutzelement aus einem gesinterten 
Kunststoffbesteht. 

13. FormstabiUsiertes Gel fur nach Anspruch 11 und 12, dadurch gekennzeichnet, daB der gesinterte Kunststoff aus 
Polypropylen oder -athylen besteht. 

14. Formstabilisiertes Gel nach Anspruch 11 bis 13, dadurch gdsennzeichnet, daB der gesintote Kunststofif eine 
Porenweite von 1-200 fim, bevorzugt jedoch 20-120 (im besitzt. 

15. Formstabilisiertes Gel nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB das Stiitzeleinent aus einem oder meh- 
reren Gewebe(n) besteht. 

16. Formstabilisiertes Gel nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB das Gewebe aus Polyester oder -amid 
besteht. 

17. Formstabilisiertes Gel nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB das Gewebe eine Maschenweite von 
0,1-500 nm, bevorzugt jedoch 0,5-10 urn besitzt. 

18. Verwendung des formstabilisierten Gel nach Anspruch 11 bis 17 fiir das Gelblotting. 

19. Verwendung eines formstabilisierten Gels nach Anspruch 11 bis 17 in Vorrichtungen nach Anspruch 1 bis 3. 

20. Vonichtung nach Anspruch 1 bis 10 und Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB durch elektioosmotischen 
RuB das Volumen einer Pcobenentnahmeraums (10) veiringert wird. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 1 bis 10 und Anspruch 19 und 20, dadurch gekennzeichnet, daB im Anodenraum 
(8) und im Kathodenraum (6) ein Puffer mit hOherer Konzenttation verwendet wird als in den iibrigen Kammem. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 1 bis 10 und Anspruch 19 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB Puffer mit unter- 
schiedlichem pH-Wert in den Kammem voigehalten werden. 

23. Vorrichtung nach Anspruch 1 bis 10 und Anspruch 19 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB in den Kammem 
dne enzymatische Reaktion oder eine Rezeptor/Liganden-Bindung stattfindet. 

24. ^fo^ichtung nach Anspriich 23, dadurch gekennzeichnet, daB die enzymatische Reaktion oder eine Rezeptor/ 
Liganden-Bindung wShrend des elektrophoretischen Transfers von geladenen Molekiilen stattfindet. 

25. Vorrichtung nach Anspruch 1 bis 10 und Anspruch 19 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB ein elektroosmoti- 
scher HuB von der Anode zur Kathode erzeugt wird, der zu einer Aufkonzentration im Probraientnahmeraum (7) 
flihrt. 

26. Vorrichtung nach Ansprach 1 bis 10 und Anspruch 19 bis 25, dadurch gekennzeichnet, daB die Umgebung min- 
destens einer Elektrode reversibel einem magnetischen Feld ausgesetzt werden kann. 

27. Vorrichtung nach Anspruch 1 bis 10 und Anspruch 19 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daB der nach oben of- 
fene Kanal eine Verjflngung in der Mitte aufweist. 

28. Vorrichtung nach Ansprach 1 bis 10 und Anspruch 18 bis 27, dadurch gekennzeichnet, daB das Volumen des 
nach oben ofifenen Eanals 0) 0,01-5 ml betragt, bevorzugt jedoch 0,2-2 ml, 

29. Verwendung einer Vorrichtung nach Anspruch 1 bis 10 und Ansprach 19 bis 28 zur Isoliemng von NukleinsSu- 
ren. 

30. Verwendung einer Vorrichtung nach Ansprach 1 bis 10 und Ansprach 19 bis 29 zur Isolierang von Desoxyri- 
bonukleinsauren (DNA) ohne Kontamination durch Ribonukleinsauren (RNA). 

31. Verwendung einer Vorrichtung nach Ansprach 1 bis 10 und Anspruch 19 bis 29 zur Isolierang von Ribonukle- 
insauren (RNA) ohne Kontamination durch Desoxyribonukleinsauren (DNA). 

32. Verfahren zur Isoliemng von geladenen Molekiilen aus lysierten biologischen Proben mit elektrophoretischen 
Mitteln in einem Reaktionskanal, dadurch gekennzdchnet, daB die lysierte Probe in fitissiga: Form in einen Reak- 
tionskanal eingebracht wird, dner Elektrophorese im Reaktionskanal unterworfen wird, bd dieser Elektrophoiese 
im Reaktionskanal wdter prozessiert wird und nach dieser Prozessierung die isolierten geladenen MolekUle in 16s- 
licher Form aus dem Reaktionskanal entnommen werden. 

33. Verfahren nach Ansprach 32, dadurch gekennzeichnet, daB ein oder mehrere formstabilisierte Gele den Reak- 
tionskanal in verschiedene Kammem untertdlen. 

34. Verfahren nach Ansprach 32 und 33, dadurch gekennzeichnet, daB die Konzentration an Deteigens in der ent- 
nommenen Losung mit den isolierten geladenen Molekiilen kleiner ist als die Konzentration der urspriinglich in den 
Reaktionskanal eingebrachten Losung der lysierten Probe. 

35. Verfahren nach Anspruch 32 bis 34, dadurch gekennzdchnet, daB bd der Elektrophorese im Reaktionskanal 
eine enzymatische Reaktion stattfindet. 

36. Verfahren nach Ansprach 32 bis 35, dadurch gekennzeichnet, daB bd der Elektrophorese im Reaktionskanal 
eine Liganden-Rezeptor-Bindung stattfindet 

37. Verfahren nach Ansprach 32 bis 37, dadurch gekennzeichnet, daB bd der Elektrophorese im Reaktionskanal 
eine Aufkonzentration stattfindet. 

38. Verfahren nach Anspruch 32 bis 37, dadurch gekennzeichnet, daB bei der Elektrophorese der elektroosmotische 
RuB so reduziert wird, daB eine Elektroelution von geladenen Molekulen moglich ist. 

39. Verfahren nach Anspriich 32 bis 38, dadurch gekennzeichnet, daB zur Lysemischung eine zweite Pufferkompo- 
nente zugegeben wird und danach eine Elektroelution stattfindet. 

40. Verwendung dnes Verfahrens nach Ansprach 32 bis 39 zur Isolierang von Nukleinsauren. 

41. Verwendung eines Verfehrens nach Ansprach 32 bis 39 zur Isolierang von Desoxyribonukleinsauren (DNA) 
ohne Kontamination durch Ribonukleinsauren (RNA). 

42. Verwendung eines Verfahrens nach Anspriich 32 bis 39 zur Isolierang von RibonukldnsSuren (RNA) ohne 
Kontamination durch Desoxyribonukleinsauren (DNA). 
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Alerting Abstract DE Ul 

NOVELTY - The apparatus to isolate electrically charged mols. has a base body (1), with a channel 
(2) closed at the bottom and open at flie top. Two electrodes (3,4) define the right and left ends of the 
channel (2), with one or more woven walls (5) between the electrodes (3,4). 
DESCRIPTION - The woven walls (5) give an electro-osmotic flow from the anode to the cathode. 
The walls (5) act as a fluid barrier on one side, but are permeable to electrically charged mols. on the 
other side. The woven materials (5) have a mesh width of 0.1-50.0 mum and pref. 0.5-5.0 mum, 
selected to prevent the passage of biological active particles of a defined size through the fabric. The 
adsorption of the electrically charged mols. at the fabric walls (5) is <=40% and pref. <=10%. The 
woven fabric walls (5) are finished by calendaring. A fluid barrier, which opens and closes, can be in 
the channel (2) between the electrodes (3,4). A number of base bodies can be assembled together 
with a fluid seal between them. A reversible magnetic field can form the environment for at least one 
electrode. The channel (2), open at the top, can be rectangular or cylindrical, and can have a center 
taper. The channel (2) has a vol. capacity of 0.01-5.0 ml, and pref. 0.2-2.0 ml. 
USE - The apparatus is especially for the isolation of nucleic acids. 

ADVANTAGE - The apparatus gives automation in a unit which is open at the top, using an electro- 
osmotic flow. The walls with the adsorbed material can be placed in a sample chamber for an electro 
elution witti sample concentrations. 

DESCRIPTION OF DRAWINGS - The drawing shows a perspective view of the apparatus. 
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Original Abstract: Vorliegende Anmeldung beschreibt eine nach oben offene Vorrichtung (Fig. la) 
zur Isolierung von geladenen Molekulen in einem Reaktionskanal mit Elektroden an den Enden und 
verschiedenen Zwischeneinbauten. Die Vorrichtung ist insbesondere for die Automatisierung in 
einem x,y,z-Roboter ausgelegt. Daruber hinaus werden Verfahren beschrieben, die wahrend des 
elektrophoretischen Transfers weitere Prozessierung der Umgebung der Proben ermoglicht und z. B. 
fiir die Gewinnung von RNAfreier DNA oder DNAfieier RNA eingesetzt werden kann. 
Claim: 

• 1. Vorrichtung zur Isolierung von elektrisch geladenen Molekulen bestehend aus 

• - einem nach unten geschlossenen Grundkorper (1) mit einem nach oben offenen Kanal (2) 

• - zwei Elektroden (3, 4) als rechte und linke aussere Begrenzungen des Kanals (2) dadurch 

gekennzeichnet, dass zwischen den Elektroden (3, 4) im Kanal (2) ein oder mehrere 
Zwischeneinbau(ten) (28) angeordnet sind, die den Kanal in zwei oder mehr Kammem teilen. 
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Claim: 

• 1. Vorrichtung zur Isolierung von elektrisch geladenen Molekuelen bestehend aus 

1 . einem nach unten geschlossenen Grundkoerper (1) mit einem nach oben offenen Kanal (2) 
zwei Elektroden (3, 4) als rechte und linke aeussere Begrenzungen des Kanals (2) dadurch 
gekennzeichnet, dass zwischen den Elektroden (3, 4) im Kanal (2) ein oder mehrere Gewebe (5) 
angeordnet sind. 
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